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論 文 内 容 の 要 旨 
 
プラスチックは工業から食品の容器包装に至るまで多くの産業で利用される原料である。







  BDP の原料としては，PLA（ポリ乳酸）や PHA（ポリヒドロキシアルカノエート）など





とから近年注目されており，世界で 2 万件を超える事業規模施設の稼働実績がある。 






TMF による PLA 分解過程における微生物学的な側面を明らかにすることを目的とした。 
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1. TMF による PLA 分解とメタン生成特性 
PLA 製品（スプーン，ナイフ，フォークなどの食器類）53.7g を破砕後，500 mL の AS（嫌
気汚泥）に加えて 55℃の嫌気条件下で 151 日間 TMF に供した。TMF 過程では継続的にバ
イオガスが発生した。合計 15,000 mL 以上のメタンが生成し，PLA 製品の分解率は約 95％
に達した。同様に，PLLA(高純度ポリ L-乳酸)ペレット L130 または L175 を小規模の回分実
験に用いた。各々3 g を 50 mL の AS に加えて 104 日間 TMF に供した。PLLA ペレット L130
と L175 の分解率はそれぞれ 70 と 77％だった。また，TMF に PLLA を 3 g 添加したことで
メタン生成が 670〜800 mL 増加した。発酵後の上清からは乳酸は検出されなかった。この
時のメタン収率は約 330 mL CH4/g PLA consumed であった。これは一般的な有機性廃棄物の
メタン生成収率（300〜550 mL CH4/g）と同程度の高い値だった。以上のことから，PLA は
TMF 過程で効率的に分解されてメタンに変換されたことが強く示唆された。 
 
2. PLA 分解に寄与する物理化学的側面と生物学的側面の評価 
  50 mL の滅菌済み超純水(A-MQ)または滅菌済み嫌気汚泥(A-AS)に 3 g の PLLA ペレット
L175 を添加して密封し，55℃，40 rpm で 104 日間振盪した。A-MQ と A-AS における PLLA
の分解率はそれぞれ 24.7％（0.74 g）と 36.7％(1.1 g)だった。反応上清の乳酸増加量は約 1.1 
g/50 mL であった。PLLA の減量と生成した乳酸量は概ね釣り合うことが示された。このこ
とから，物理化学的な側面は PLA から単量体の乳酸までの解重合反応に寄与し，これは PLA
分解全体の 25～37％に相当することが示唆された。同様に，50 mL の A-MQ，1 M と 2 M の
乳酸ナトリウム溶液(SL1M と SL2M)を用いて 3 gの PLLAの分解特性を評価した。A-MQ ，
SL1M と SL2M の PLLA の分解率は，それぞれ 24.5％（0.74 g），16.0％（0.48 g）と 13.7％
（0.41 g）であった。乳酸ナトリウムの濃度上昇で PLLA の減量は 35%～45％低下した。こ
のように，高い乳酸ナトリウム濃度は PLA の物理化学的な解重合の進行を抑制した。また，
物理化学的な PLA 分解では乳酸の蓄積に至ることが本研究で明らかになっている。即ち，
PLA の物理化学的な解重合による低分子化過程を効率的に進行するには，強力な PLA 分解
酵素または乳酸の除去が必要であることが示唆された。一方で，未滅菌の嫌気汚泥（AS）
に 3 g の PLLA ペレット L175 を添加して TMF に供した結果は，77.7％（2.33 g）の PLLA
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分解率と 925 mL のメタン生成を示した。物理化学的な解重合に比べて TMF による PLA 分
解は 2 倍高い値を示した。また，TMF 後の上清からは乳酸は検出されなかった。これらの




3.  TMF による PLA 分解過程に寄与する微生物群集構造の解析 
  PLA 分解過程で乳酸塩の分解に寄与する微生物群の集積には炭素源として乳酸ナトリウ
ム（5.05 g/L）を添加した人工培地を用いた。人工培地 50 mL に PLA 分解実験後の嫌気汚泥
を接種して嫌気的条件下で 55℃，40 rpm にて 72 時間 TMF に供した。TMF 後の上清 1.0 mL
を新たな人工培地に接種し，これを合計 5 回繰り返した。回分実験後に乳酸塩は全て消費さ
れたことが示された。回分実験 2 回目の TMF からは約 20 mL のメタンと 2.8 g/L 程度の酢酸
の生成が確認された。この現象は回分実験 5 回目までで同様だった。これらのことから，微
生物の働きで乳酸は分解されて最終的にメタンに変換されたものと考えられた。次に微生物
群集構造を PCR-DGGE 法により解析した。PLA もしくは乳酸を基質とした TMF 後の微生
物細胞を回収して直接 DNA を抽出および精製し，古細菌群および細菌群に特異的な Primer
セットにより 16S rRNA 遺伝子の部分塩基配列を増幅して DGGE により分画後，検出された
個々の DNA 断片のプロファイルから試料間の菌相の類似性を評価した。また，個々の DNA
の遺伝子配列を決定して構成菌種の系統を推定した。本研究で検出された主なメタン生成古
細菌は Methanothermobacter 属であった。Methanothermobacter 属は水素資化性のメタン生成
古細菌であることから，PLA 分解過程では乳酸分解により生成する水素と CO２を消費し，
メタンを生成することが示唆された。細菌群については，古細菌群の群集構造に比べて高い
多様性を示した。乳酸分解過程の特徴的な細菌群は Defluviitoga 属，Anaerosalibacter 属，





菌であった。Tepidimicrobium 属(2 菌種)は高温嫌気性の細菌で，主に嫌気消化または TMF
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4.  Tepidimicrobium属の純粋分離と生理学的特徴 
  細菌相の解析結果からは Tepidimicrobium 属は PLA 分解過程で優占し乳酸を消費する構成
菌種であると考えられた。しかしながら，Niu らの先行研究によれば，基準株である T. 
xylanilyticum PML14T 株は乳酸を基質として増殖することができないことが明らかになって
いる。そこで，PML14T株と本研究で純粋分離した EN5CB1 株の生理化学特性を詳細に解析
した。PLA および乳酸を処理した後の嫌気汚泥（各々AS-P と AS-P-LA と示す）を用いて
Tepidimicrobium 属の純粋分離を試みた。その結果，16S rRNA 遺伝子配列が T. xylanilyticum と
99%の高い類似性を示す EN5CB1 株を純粋分離できた。PML14T株と EN5CB1 株を Columbia
培地を用いて 55℃で 7 日間静置培養後に形態観察した。細胞形態はグラム染色後に光学顕
微鏡を用いて観察した。PML14T 株と EN5CB1 株はグラム陽性桿菌であることが示された。
PML14T 株の生育条件は pH 7.0–10.0(至適 pH: 8.5) と 45–60℃ (至適温度 55℃ )だった。
EN5CB1株の生育条件は pH 7.5–9.5 (至適 pH 8.0)と 45–60 ℃ (至適温度 60 ℃以上)であること
が示された。次に単一の糖類及び乳酸を炭素源とした増殖能と水素生成能力を評価した。





れた。そこで次に，乳酸濃度 7,099 mg/L の人工培地を用いて PML14T株と EN5CB1 株の乳
酸消費特性を評価した。PML14T 株は乳酸の約 8.6％を消費したものの水素生成能は示さな
かった。一方 EN5CB1 株は 2,217 mg / L（約 31.2％）の乳酸を消費した。これは PML14T株
の約 3.6 倍の値であった。また，乳酸消費により水素及び CO2生成量は，炭素源を含まない
Blank に比べて 4 倍と 1.6 倍に増加した。この時の酢酸生成量は PML14T株の約 5 倍であっ







た。物理化学的な要因で約 30％の PLA は解重合されて単量体の乳酸に変換された。しかし
ながら物理化学的分解では乳酸が蓄積した。また，高濃度の乳酸塩の存在が PLA の解重合
反応を抑制することが示された。これに対して TMFではその約 2倍の PLA分解率を示した。
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これらのことは，TMF 過程では生物学的な PLA 解重合の促進剤（加水分解酵素など）もし
くは乳酸消費細菌が PLA の効率的な分解に寄与していることを強く示唆する。また，TMF
過程から純粋分離した T. xylanilyticum EN5CB1 株は，既報の菌株に比べて乳酸資化性とこれ
に伴う増殖能，水素生成能，酢酸生成能が優れていることが明らかになった。本研究で推定
された TMF による PLA 分解経路を以下に示した。まず，PLA は解重合過程を経て単量体乳
酸に変換される。次に，単量体乳酸は T. xylanilyticum のような乳酸消費細菌の働きによって
水素，CO2 と酢酸に変換される。最終的に Methanothermobacter 属のような水素消費型のメ
タン生成古細菌および酢酸消費型のメタン生成古細菌によってメタンと CO2に変換される。
また，Tepidimicrobium 属は TMF からの検出事例が多いことから，本研究で明らかにした
Tepidimicrobium 属の乳酸消費と水素および酢酸生成の可能性は，TMF の微生物生態系解析








まず TMFによる PLAの分解特性とメタン生成特性を評価し，高い PLA分解効率とメタン収
率が得られることを明らかにした。また，物理化学的な影響を精査することにより，PLA分
解に微生物の能力が大きく寄与することを明らかにした。更に，微生物の生態系と特徴的な
微生物の役割を評価し，PLA分解に寄与する微生物学的メカニズムを明確にした。 
本結果は，TMFによる PLA分解の効果を改めて示し，微生物学的な新たな知見を得たこと
により，PLA利用促進の基盤として重要である。これらのことから，審査委員一同は博士（醸
造学）の学位を授与する価値があると判断した。 
